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SU}ÍI{ARY
P r o p e r t i e s  o f  t h e  g l u c u r o n i d a t i n g  e n z y m e  U D P  g l u c u r o n y l t r a n s f e r a s e  a n d
i t s  r o l e  i n  t h e  b i l i a r y  e l i m i n a t i o n  o f  i E s  s u b s t r a t e s  a s  g l u c u r o n i d e s  i s
t h e  s u b j e c t  o f  t h i s  s t u d y .
I n  C h a p t e r  I  t h e  l i t f e r a t u r e  u p  t i 1 1  t h e  s t a r t  o f  t h i s  w o r k  h a s  b e e n
r e v i e w e d  i n  r e l a t i o n  t o  i t s  r e l e v a n c e  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  s e t  u p .  A
h i s t o r i c a l  s u r v e y  o f  t h e  m o t i v a t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i s  g i v e n .
I n  C h a p t e r  2  t h e  s u b m i c r o s o m a l  d i s t r i b u t i o n  o f  U D P  g l u c u r o n y l t r a n s -
f e r a s e  f r o m  r a t  L i v e r  i s  p r e s e n t e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  d e t e r g e n t
T r i t o n  X - 1 0 0  a c t i v a t e d  e n z y m e  a c t i v i t v  i n  v i t g >  w i t h  p - n i t r o p h e n o l  a s
s u b s t r a t e  a b o u t  s i x - f o 1 d .  T h i s  a c t i v a t i o n  \ ^ / a s  a s c r i b e d  t o  a n  e f f e c t  o n
m i c r o s o m a l  m e m b r a n e  s t r u c t u r e ,  w h i c h  r n a y  b e  a f f e c t e d  a l s o  b y  a  c o u p l e  o f
o t h e r  f o r t u i t o u s  c a u s e s  d u r i n g  p r e p a r a t i o n  o f  m i c r o s o m e s .  T h e r e f o r e  i n
t h e  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  e n z y m e  p r e p a r a t i c n s  w e r e  a l w a v s  o p t i m a l l y  a c t i -
v a t e d  w i t h  T r i t o n  X - 1 0 0  t o  a v o i d  a s  m u c h  a s  p o s s i b l e  t h e s e  v a r i a b l e
f o r t u i t o u s  c h a n g e s  i n  m e m b r a n e  c o n f o r m a t i o n .  T h e  h i g h e s t  s p e c i f i c  a c t i v i t y
o f  L ' D P  g l u c u r o n y l t r a n s f e r a s e  ( e x p r e s s e d  a s  ; r m o l e s  p - n i t r o p h e n o L  c o n v e r t e d /
m i n u t e / m g  o f  m i c r o s o m a l  p r o t e i n )  í s  i n  t h e  r o u g h - s u r f a c e d  m i c r o s o m a l
f r a c t i o n  w l . r e r e  a l s o  t h e  g r e a t e r  p a r t  o f  t h e  a c t i v i t y  i s  l o c a t e d ,  A f t e r
n h e n n h : r h i t n l  r r ê á r m ê n r  t h e  q . e . í  f  i a  a a r ' í r r i r r z  n f  T ' D P  o l r r n r r r n n r r ' l  I
_ . ^ / , . r a n s -
f e r a s e  i s  i n c r e a s e d  a n d  i t  r e m a i n s  h i g h e s t  i n  c h e  r o u g h  f r a c t i o n ;
h o w e v e r ,  m o s t  o f  c h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  e n z y m e  a c t i v i t v  i s  f o u n d
i n  t h e  s m o o t h  f r a c t i o n ,  t h e  a m o u n t  o f  w h i c h  i s  k n o v m  t o  b e  i n d u c e d  b y
p h e n o b a r b i t a l  t r e a t m e n t .  I f  T r i t o n  X - 1 0 0  a c t i v a t i o n  w a s  o m i t t e d  t h e
i n c r e a s e  b y  p h e n o b a r b  i t a l  t r e a c m e n t  \ , r ' a s  n o t  f  o u n d .
I n  C h a p t e r  3  t h e  e f f e c t  o f  p h e n o b a r b i t a l  t r e a E m e n t  o n  t h e  a c t i v i t y
p e r  g r a m  o f  l i v e r  o f  s o m e  l y s o s o m a l  e n z y Í n e s  i s  s h o q r n .  A s  e x p e c t e d ,  t h i s
w a s  f o u n d  E o  d e c r e a s e  b e c a u s e  t h e  l i v e r  w e i g h t  i n c r e a s e s  d u e  t o  s y n t h e s i s
o f  e x t r a  s m o o t h  e n d o p l a s m í c  r e t i c u l u m  w h e r e a s  t h e  s y n t h e s i s  o f  l y s o s o m e s
i s  n o t  i n c r e a s e d .  T h u s ,  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a c i o n  f a 1 1 s .
C h a p t e r  4  a n d  5  d e s c r i b e  t h e  m u t u a l  i n t e r a c t i o n s  o f  s o m e  s u b s t r a t e s .
P h e n o l p h t h a l  e i n  ( P T )  ,  p - n i t r o p h e n o l  ( p N P )  a n d  4 - m e t h y l u m b e l  l i f e r o n e  ( í ) Í U )
i n h i b i t  e a c h  o t h e r s  g l u c u r o n i d a t i o n ;  f o r  s o m e  t . h i s  h a s  b e e n  s h o m  t o  b e
e  n ' T r n ê t  i t  í v e .  o - A r q i n o n h e n o l  t a k e s  , a  q n e c  i a -  n o s i  r . i o n  b e c a u s e  i t  c a n  n o !
i n h i b i t  t h e  g l u c u r o n i d a t i o n  o f  p N P , 4 M U  a n d  P T ,  w h e r e a s  i t s  o v r n  g l u c u r o -
n i d a t i o n  i s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  t h e s e  s u b s E r a t e s .  B i l i r u b i n  g l u c u r o -
n i d a t i o n  c a n  b e  i n h i b i t e d  b y  a l l  o f  t h e s e  s u b s t r a t e s  a n d ,  o n  i t s  o \ , í n
t u r n ,  i t  c a n  i n h i b i t  t h e  g l u c u r o n i d a t i o n  o f  t h e  o t h e r  f o u r  s u b s t r a t e s
( a l t h o u g h  P T  g l u c u r o n i d a t i o n  o n l y  m a r g i n a l l y ) .  S o m e  p e c u l i a r i t i e s  o f
b i l i r u b i n  a s  s u b s t r a t e  o r  a s  i n h i b i t o r  h a v e  b e e n  r e l a c e d  t o  i t s  p o o r
w a t e r - s o l u b i l i t y  a n d  i t s  b i n d i n g  t o  p r o t e i n .  T h e  c o n c l u s i o n  f r o m  t h i s
^ + . . 1 . ,  , - ^ ^  t s L ^ fr L u u )  w d )  L ! r é L  t h e s e  r e s u l t s  a r e  s t r o n g  e v í d e n c e  a g a i n s t  h e t e r o g e n e i E v
o f  L I D P  g l u c u r o n v l t r a n s f e r a s e  f o r  t h e s e  s u b s t r a t e s  a n d  t h a t  t h e  s a m e
a c t i v e  s i t e ( s )  m a y  c o n v e r t  t h e s e  s u b s t r a t e s .
I n  C h a p t e r  6  t h e  r o l e  o f  U D P  g l u c u r o n y l t r a n s f e r a s e  i n  t h e  e l i r n i n a t i o n
o f  P T , 4 M U  a n d  8 - h v d r o x v c h i n o l i n e  a s  t h e i r  r e s p e c t i v e  g l u c u r o n i d e s  i n
b i l e  t r a s  b e e n  s t u d i e d .  T h e s e  c o m p o u n d s  a n d  a l s o  t h e i r  g l u c u r o n i d e s  w e r e
i n j e c t e d  i . v .  i n  r a t s  a n d  t h e i r  e x c i e t i o n  i n  b i l e  ( a s  g l u c u r o n i d e s  j n
L ^ É L  \  " ^ ^  m e a s u r e d ,  h h e n  t w o  o f  f h e s e  c o m n ^ " - Á ^  - ' ^ - ^ : - : ^ - t e d  a tU U L I r  L d > 8 5 /  w d 5  l l t s é > U L Ë U  '  W L I Ë l l  L v  v  L v r L r y U u r r u S  W E r  E  I t l  l e L
D O
t he .same t ime  in  the  same ra ts ,  t he  mutua l  e f fec ts  o f  t hese  compounds  on
t h e i r  r e s p e c t i v e  b i l i a r y  e x c r e t i o n  c o u l d  b e  m e a s u r e d .  F r o m  t h i s  k i n d  o f
exper imen ts  the  conc lus ion  was  d rawn  tha t  the  ra te  l im i t i ng  s tep  in  the
e l i m i n a t i o n  o f  t h e s e  s u b s t r a t e s  a s  g l u c u r o n i d e s  i n  b i l e  s e e m s  n o t  t o  b e
U D P  g l u c u r o n y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  b u t  r a t h e r  È h e  e x c r e l i o n  o f  t h e
g l u c u r o n i d e  p r o d u c t s  f r o m  l i v e r  c e 1 1  i n t o  b i l e .
F i n a l l y ,  C h a p t e r  7  g i v e s  a  s u r v e y  o f  r e c e n t  l i t t e r a t u r e  o n  U D P
g lucurony l t rans fe rase  wh ich  i ras  re levance  fo r  the  exper imen ts  and  con-
c lus ions  d ravm in  t . he  p rev ious  Chap te rs .
'r ' t Jt / '
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